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中文摘要 
在哺乳动物中，卵母细胞必须经过减数分裂成熟过程，即必须经历两次连续
性的不均等细胞分裂后才能最终产生一个后续可发生受精过程的单倍体配子（卵
子）。这个成熟的卵子中含有绝大部分的母源细胞质，这些母源细胞质为受精后
的合子向早期胚胎发育几乎提供所有营养物质，由此可见卵母细胞的不对称分裂
过程是何等的重要。在第一次减数分裂和第二次减数分裂过程中，为保证同源染
色体和姐妹染色单体正确分离，纺锤体必须精确而正确的组装，这也为遗传物质
的正确分配提供了保证。若在这个过程中出现任何微小的错误出现，都将直接导
致非整倍体的发生或者细胞分离失败，这都将直接影响小鼠卵母细胞的质量以及
后续胚胎发育及妊娠结局。由此可见，在小鼠卵母细胞减数分裂过程中，不对称
分裂、纺锤体组装和染色体分离能否正确进行将对小鼠卵母细胞的成熟及其后续
过程产生极其深远的影响。本文以小鼠卵母细胞为研究模型，分别研究了
CDK5RAP2、Coronin 1B 在减数分裂过程关键事件中所发挥的功能。 
Cyclindependent Kinase 5 Regulatory Associated Protein 2，CDK5RAP2 是细胞
周期蛋白依赖激酶 5 的调节相关蛋白 2。一个 N 端纺锤体相关结构域
(N-terminalspindle associated domain)，和两个潜在的染色体分离 ATPase 结构域
SMC (structural maintenance chromosome)是 CDK5RAP2 的重要组成部分。这两个
重要组成部分中的结构域可能参与细胞有丝分裂期染色体间的粘着以及染和色
体凝集。在有丝分裂过程中，处于细胞间期时，CDK5RAP2 定位在中心体上，
当细胞进入有丝分裂期后 ，与纺锤体极点共定位，并且在有丝分裂的前中期和
中期有十分明显的信号定位，到有丝分裂后期时的信号强度明显弱减。这说明
CDK5RAP2 可能在减数分裂事件中参与纺锤体组装方面发挥作用。 
然而，关于 CDK5RAP2 的研究主要都集中在体细胞方面以及脑发育中，在
我们的研究中，我们检测了它在小鼠卵母细胞减数分裂过程中的形态学定位和生
物学功能。免疫荧光的结果显示，CDK5RAP2 在生发泡期定位生发泡周围，在
进入分裂期后，在减数分裂前中期和中期，CDK5RAP2 主要分布在纺锤体两极
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及胞质中的星状体；在末期，其分布于正在分离的同源染色体之间，位于中体位
置。我们接下来用微管抑制剂 Nocodazole 和微管稳定剂 Taxol 处理，纺锤体无法
组装，CDK5RAP2 也失去了其正常的极定位，但依旧与中心体蛋白 Plk1 共定位。
为了研究 CDK5RAP2 的生物学功能，我们采用了 siRNA 注射的方法下调
CDK5RAP2 的表达，并发现 CDK5RAP2 下调后导致小鼠卵母细胞不对称的胞质
分裂，也导致了第一极体排放率的下降，说明其影响了纺锤体的组装并阻止了第
一极体的排放。我们进一步发现中心体蛋白γ -tublin 在 CDK5RAP2 失活时也失
去了其正常的极定位，根据这项结果，我们推测这可能是导致纺锤体异常的重要
因素之一。总之，这些数据表明 CDK5RAP2 在小鼠卵母细胞减数分裂过程中可
能参与了纺锤体的组装。 
Coronin, actin binding protein, 1B， Coronin 1B 是 Coronin 家族一员，作为肌
动蛋白集合蛋白可以参与细胞运动，目前发现的 Coronin 1B 主要功能是对抗
cortactin 蛋白，重新修饰 Arp2/3 和肌动蛋白结合部分的片状伪足；与 F-acting 结
合，协调 Arp2/3 复合物和人肌动蛋白活性；对分化的神经元具有可塑性。Arp2/3
是减数分裂中新发现的重要分子，因此我们推测 Coronin 1B 可能参与到小鼠卵
母细胞减数分裂中。通过实验我们发现，Coronin 1B 在细胞皮质定位，并与 acting
共定位；在 RT-PCR 实验中，发现小鼠减数分裂的前中后期表达有差异。Coronin 
1B 与卵母细胞减数分裂事件的进一步作用有待进一步的实验证明。 
 
关键词：CDK5RAP2；Coronin 1B；卵母细胞；减数分裂成熟过程
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Abstract 
Mammalian oocytes need to finish two successive asymmetric divisions that 
generate a haploid oocyte and polar bodies (PBs) during meiosis. Asymmetric 
division is necessary to ensure that the cytoplasmic components for early embryo 
development retained in the oocyte that will be later fertilized in this process. Meiotic 
spindles must ensure right and successful segregation of homologous chromosomes 
and sister chromatids in the process of two times of divisions. Errors in this process 
will result in aneuploidy and developmental defects. So accurate chromosome 
segregation makes proper distribution of genetic material. Asymmetric cytokinesis, 
spindle assembly and chromosome segregation is very important for oocyte meiosis.  
In our study, we employ mouse oocyte as experimental model and investigate the 
function of CDK5RAP2 and Coronin 1B in these important division processes, 
respectively.  
CDK5RAP2 (Cyclindependent Kinase 5 Regulatory Associated Protein 2) is a 
newly discovered nucleation-promoting factor that links actin and microtubule 
cytoskeleton and regulates transport from the endoplasmic reticulum to the Golgi 
apparatus. However, knowledge of CDK5RAP2 is limited to interphase somatic cells. 
In this study, we found that there was specific CDK5RAP2 signal around germinal 
vesicle in the germinal vesicle (GV) stage. CDK5RAP2 was associated with the 
spindles especially the spindle poles and cytoplasmic MTOCs at prometaphase I, 
metaphase I and metaphase II stages. CDK5RAP2 localization and colocalization with 
the centrosomal proteins γ-tubulin. Depletion of CDK5RAP2 by microinjection of 
specific short interfering (si)RNA into the oocyte cytoplasm resulted in failure of 
spindle migration, disruption of asymmetric cytokinesis and a decrease in the first 
polar body extrusion rate during meiotic maturation. Nocodazole treatment showed 
that CDK5RAP2 may interact withγ-tubuli to regulate the spindle assembly. 
Therefore, the results suggest that CDK5RAP2 may play an important role in spindle 
assembly and first polar body extrusion in the process of mouse oocyte meiotic 
maturation. 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
Abstract 
IV 
 
 
Coronin 1B (Coronin, actin binding protein, 1B) need more results to show the role 
during mouse oocyte meiotic maturation 
Key words: CDK5RAP2; Coronin 1B; oocyte; meiosis maturation 
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第一章 绪论 
1.1 引言 
“十二五”战略中提到“以经济建设为中心向以人全面发展为中心”的重大
国策，以及近期二胎政策的全面放开，说明生殖健康已成为我国人口卫生的重要
内容。改革开放以来，尤其是近十年，我国社会经济迅猛发展，国内 GDP、GMP
逐年递增，人们在重视生活质量的同时，也越来越重视生殖健康。根据世界卫生
组织（WTO）最近调查数据显示，在中国每八对夫妻就有一对不孕，也就是说
约有 12.5%的家庭将面临严重的生育危机由于糖尿病、多囊卵巢综合征、子宫内
膜异位症等病症，呈现日趋严重的低龄化趋势愈加危害下一代健康，尤其是其生
殖健康。我国是一个拥有近 14 亿的人口大国，为实现社会和经济的可持续发展，
我们在生殖生物学研究领域面临巨大的挑战和机遇。这种生殖障碍的日趋严重化
育龄糖尿病患者将会在生育问题上遭遇一系列持久且不可逆的问题，如流产、新
生儿死亡和先天畸形等不良妊娠结局，因此从根源上解决生殖问题极为重要。 
减数分裂过程对卵母细胞发育及后期受精、胚胎发育起着极其重要的作用，
是导致诸多母源性不良妊娠结局最主要的内在因素，在该过程中，纺锤体组装检
验点是卵母细胞发育过程的一种重要的周期调控蛋白，严格保证了正常的细胞周
期进程、DNA 复制和修复、转录活性和染色体稳定性，并与外界环境因素相联
系[1]。因此，只有进一步揭示糖尿病对卵母细胞减数分裂过程中纺锤体组装检验
点蛋白的影响机制，才能实现“关口前移”从源头上找出糖尿病影响女性生殖健
康的潜在机理，这将有助于解决我国在人口健康战略上面临的迫切需求。 
1.2 卵巢功能与卵母细胞发生 
哺乳动物的卵巢有两个主要功能[2-6]：一个作为生殖腺为下一代的产生，提
供生殖细胞（卵母细胞）以维持种族延续；另一个作用是内分泌功能。通过生物
活性因子、初级甾体（主要是雌激素和孕激素）和肽类生长因子等的分泌，维持
卵巢功能，下丘脑-垂体-卵巢性腺轴正常调节作用和第二性征发育，从而控制和
调节女性发育和生理方面的各项机能。 
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雌雄种系得以延续依赖胚胎发生过程[7]。在一个卵母细胞核一个精子形成合
子，直至发育到 8细胞期的早期胚胎，所有细胞都因形态的一致而出现相似的全
能性，有形成任何细胞系的可能[9]。但是从桑葚胚开始，无论是胚胎内的细胞还
是胚胎外的细胞开始进入分化阶段。囊胚由单层细胞形成的滋养层，就是囊胚壁
和聚在一侧的内细胞团[12-15]。在囊胚植入子宫时，透明带已完全溶解消失，靠近
内细胞群一侧的滋养层细胞优先于子宫内膜接触，分泌蛋白水解酶，将内膜水解
出一个缺口，囊胚随之内陷，逐渐被包埋起来。囊胚外层细胞与子宫外层细胞互
相融合，细胞间界限消失，内层细胞也通过分裂数目不断增加，形成了合体滋养
层。在此过程中，内细胞群的细胞增殖分化，形成了三个胚层：滋养层（未来会
进一步分化成胎盘）、上外胚层（未来会进一步分化成胚胎）、原始内胚层（未
来会进一步分化成卵黄囊）[18,20]。在胚胎植入子宫后，它将进行进一步分化，上
胚层的细胞最终形成原始生殖细胞的前体（primordial germ cells ,PGCs），它也
是未来形成卵巢的第一种细胞[25]。这些分化自胚胎体细胞系的原始生殖细胞作为
前体通过一个特殊途径进入尿生殖嵴，这个未分化的生殖腺将按照雌性途径进行
分化形成卵巢，PGCs 细胞分化成为卵母细胞。新形成的卵母细胞在增殖后，进
入减数分裂成熟过程，随即停滞。停滞期减数分裂过程的卵母细胞最后被前颗粒
细胞围绕形成原始卵泡，在静止池中等待募集，进入生长卵泡池，最终面临两个
选择：一是凋亡，这是数以百万计的卵母细胞的共同“命运”；另一个是受精，
不过根据物种差异，至多只有将近一百个卵母细胞会完成这个过程。 
以小鼠为例[30-44]，一个卵母细胞和一个精子结合形成一个合子后，进行多步
的胚胎发育过程。小鼠胚胎发育的 6.5 天，原始生殖细胞（PGCs）形成并经过一
系列过程进入生殖嵴。而后生殖细胞形成卵母细胞并停滞在第一次减数分裂中
期，即 MI 期[45]。在小鼠围产期时，卵母细胞被包裹在体细胞内形成原始卵泡。
随后被募集进入生长池内，伴随卵泡生长，卵母细胞在形态上变大[46]。随后，黄
体生成素（LH）诱导减数分裂的恢复，第一极体的释放，第二次减数分裂中期的
停滞和卵母细胞排放到输卵管等过程[47,48]。在卵母细胞完成与精子的受精过程
后，第二极体排出，减数分裂完成。在整个生殖周期中，显著的卵母细胞凋亡经
常发生[49]。 
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图 1.1 一个雌性哺乳动物的生殖生命周期[50]。 
Figure 1.1 Reproductive cell cycle of a female mammals
[50]
. 
在从种系发育和卵巢形成到卵母细胞生成和卵巢发育分化的每一步，都伴随
着上百种蛋白和小 RNA 的协同促进[51-55]。这些研究可以帮助生殖生物学家们了解
卵巢的正常作用形式以及不育和卵巢癌等疾病的病理生理学和其遗传方式[56-60]。
在过去的将近 30 十年时间里，已有科学的研究已转化应用于在临床辅助生殖技
术中。如更精确的了解激素水平对卵母细胞和胚胎发育的影响，孕期基因筛查，
优化卵母细胞和胚胎的分析技术及冷冻技术[61-64]。 
而小鼠是非常重要的实验动物模型，对掌握正常卵巢发育和相关功能起到非
常关键的作用[60，61]。也因此人们对于雌性生殖过程中的发育、遗传、生理功能和
激素分析了解的越来越透彻。 
值得一提的是，世界上第一个试管婴儿路易斯•布朗已经超过 30 岁有了自己
的宝宝，证明辅助生殖技术产生的后代拥有生育能力。因此，“试管婴儿之父”
罗伯特·杰弗里·爱德华兹先生也在 2010年获得诺贝尔生理学或医学奖。 
1.3 卵巢内卵泡生长过程 
自分泌、旁分泌、邻分泌和内分泌等过程为卵巢内卵泡生长提供必要条件
[50-54]。具有生殖特性的卵泡由卵母细胞、颗粒细胞和卵泡膜细胞组成。颗粒细胞
是包裹在卵母细胞外的体细胞，起着营养作用；而卵泡膜细胞、雌激素前体和雄
烯二酮一起支持颗粒细胞发育。总之，颗粒细胞和卵泡膜细胞对于卵母细胞的发
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育和存活都起着直接和间接的作用。如图 2所示，卵泡生长主要经历以下几个过
程：原始卵泡的形成、募集到生长池形成初级卵泡(primary follicle)、次级卵泡
(secondary follicle)和第三极卵泡(tertiary follicle)，最后排出并形成黄体(corpus 
luteum, CL) 黄体最终退化消失为白体(corpus albicans)，即白色瘢痕，白体最终
被吸收消失。 
 
 
图 1.2 哺乳动物卵泡生长主要过程。 
Figure 1.2 Major stages of mammalian folliculogenesis. 
原始卵泡的数量根据物种和发育阶段的不同而不同。以人和小鼠为例[55-64]，
原始卵泡在小鼠出生 1-2 后形成，数量有近万个，当小鼠到初情期时仅有 4000
个原始卵泡。而家畜和人等哺乳动物有几百万个原始卵泡且人的原始卵泡在子宫
内形成。窦前期卵泡在小鼠出生后形成，在人体内是在出生前开始发育。无论在
小鼠体内还是人体内，腔前卵泡的发育不需要垂体促性腺激素的次级。在卵泡发
育的第二阶段，由颗粒细胞、卵泡膜细胞形成一个细胞层包裹在卵泡基底膜外。
在青春期，下丘脑分泌的卵泡刺激素（FSH）维持颗粒细胞的增殖和存活。另一
种垂体促性腺激素——黄体生成素（LH）的分泌，有利于促进优势卵泡的排出。
在优势卵泡排出后，残留的颗粒细胞和卵泡膜细胞最终分化成为黄体。通常卵泡
生长经过原始卵泡、初级卵泡、次级卵泡、腔前卵泡和窦状卵泡等阶段。有一种
经典的分类方法叫做 Pedersen 和 Peters 分类法。Pedersen 阶段是根据卵母细胞
大小和在卵泡横截面上颗粒细胞数目决定。Peters 阶段根据包裹卵母细胞的颗粒
细胞数目再次划分判定[64-56]。 
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